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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et rfegles 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 

du mandataire 
ST99042 


POUR SUITE ^^''^ notification de transmission du rapport de recherche Internationale 

(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande Internationale n"" 

PCT/FR 00/02623 


Date du depot \nXemai\ona\(lour/mois/annee) 

22/09/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

27/09/1999 


Deposant 

AVENTIS PHARMA S.A. 



Le present rapport de recherche Internationale, etabli par {'administration chargee de la recherche Internationale, est transmis au 
deposant conformement a i'artide 18. Une copie en est transmlse au Bureau international. 

Ce rapport de recherche Internationale comprend 3 feuilles. 

|X| II est aussi aocompagn§ d'une cople de chaque document relatif a Tetat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui conceme la iangue, la recherche intematlonale a ete effectu^e sur la base de la demande Internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete d^posee, sauf Indication contraire donn§e sous le meme point. 



□ 



ta recherche Internationale a ete effectuee sur la base tfune traduction de la demande Internationale remise a Tadministi'ation. 



En ce qui conceme les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande Internationale (le cas echeant), 
la recherche internationale a ete effectuee sur ia base du listage des sequences : 
I I contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

deposee avec la demande Internationale, sous forme d^chiffrable par ordinateur. 

remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

rem is ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 



2. 
3. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



□ 
□ 



La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a ceiles 
du listage des sequences presente par ecrit, a et6 fournie. 

II a 416 estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire Tobjet d'une recherche (voir le cadre I). 
II y a absence d'unite de rinvention (voir le cadre II). 



4. En ce qui conceme le titre, 

PC] le texte est approuve tel quit a ^t^ remis par le deposant. 

I I Le texte a ete etabli par radministration et a la teneur sulvante: 



5. En ce qui conceme Tabrege, 

□ 



le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

le texte (reproduit dans le cadre III) a et§ etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations k i'admtnisti'ation dans un delai d'un mois k compter de la date d'exp^dition du present rapport 
de recherche internationale. 

La figure des dessins a publier avec Tabr^e est la Figure n* 5 



I I suggeree par le deposant. |^ Aucune des figures 

[X] parce que le deposant n'a pas suggere de figure. " ^ publier. 

I I parce que cette figure caracterise mieux rinvention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuille) (juillet 1998) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Denr 1 1nternationale No 

PCT/FR 00/02623 



A. CLASSEMENTT DE L'OBJET DE LA DEMANDS 

CIB 7 A01K677027 C07K14/47 C12N5/10 



A61K49/00 601N33/50 



Seton to dassificatton imefnaiionale des bfcvets (CIB) ou a la tois setoo la cfassification naiionaie et la ClB 



B. DOMAINES SUR LE50UELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mtnifnale oonsu&ee (systeme de classtficatian suM des symboles de csassament) 

CIB 7 AOIK C07K C12N A61K GOIN 



Dooimeniation consuttee autre que la documentation nrnivnaie dans ta mesurs ou ces documents reievent des domaines sur lesquets a porte la recherctie 



Base de oonnees diectronique consultee au couis de la rectierche Internationale (nom de la base de donnaes. et si rsaisat>le. termes de recherche utUsds) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE 



C. DOCUMENTS CONSIOERES COMME PERTINENTS 



Catdgorie 



kSentirication des documents ctt6s. avec le cas ech6am. riiKfication des pafp^ge^ pertinents 



rto. des revendtcatbns vtsees 



ECKERT A ET AL: "Enhanced vulnerability 

to cell death In lymphocytes from PS-1 

mutant transgenic mice" 

SOCIETY FOR NEUROSCIENCE ABSTRACTS, " 

vol. 25, no. 1-2, 1999, page 1846 

XP000921143 

le document en entier 

DALIE.J.E. (PROGRAM MANAGER - SOCIETY FOR 

NEUROSCIENCE): "Publication dates for the 

1999 Abstract Volumes" 

SOCIETY FOR NEUROSCIENCE, 

vol. 25. no. 1-2, 16 - 23 aoQt 1999, 

XP002157614 

le document en entier 



1-3,7 



Voir ta suite du cadre C pour la fin de la tele des documents 



ID 



Les documents de fandles de brevets sont nUquesen annexe 



* Caldgories speciales de documents dies: 

A* document deiRnissant r^at general de ia technique, non 

consid^ comme particu)i6rement peitinent 
E* document ant^rieur. mais puliUd & la date de d^pdl international 

ou apres cene date 

L* document pouvaru jeter un dome sur una revendicalion de 
pnortte ou cite pour ddierminer la date de pubOcatton d'une 
autre citation ou pour une raison speoale (lefle quIncSqude) 

*0* document se rdl6rant a une divulgation orale. ft un usage, h 
une exposition ou tous autres moyens 

'P* document publl6 avant la dale de d^pOl internal lonaL mais 
postdrieurenneni d ta date de priorlte revendiqude 



*T* document ult^fleur ptttAiA aprte la dale de d6p0t international ou la 
date de prkttfl6 el n'appaftanenani pas d r^tat de ta 
technique pettinofU. mats cftd pour comprendre le principe 
ou la thdofie constBuant la base de Hnvention 

*X* document panicullfefemmt pertinent: Hnven tion revencSqude ne peut 
6tre constd^te comme nouveOe ou comme ImpUqiiani une activU 
inventive par^rapport au document consid6rB isol^ment 

*Y* documem paniculWremem penkientr rtnven tlon revencSquee ■ 
ne peut dtre consid^e oomme imp&quanl tine activite inventive 
lorsque le document est assod6 d un ou piusieurs autres 
documents de m&me nature, ceite comWnaison 6iara 6vldente 
pour urte persoime du mdtler 

*&* docutnent qui lail partle de la m6me lamaie da brevets 



Dale d taqueiie la recherche intemationale a 6t« ertectivement achev6e 



19 Janvier 2001 



Date d'expddUon du present rappoit de recherche intamationale 



01/02/2001 



Nom et adresse postale de Tadminisiration cnargde de la recherche iniemalkxtale 
OTTtce European des Brevets. P.B. 5618 Patenttaan 2 
NL - 22B0 HV HSsvwjk 
TeL (♦31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70)340-3016 

FotmutMf* PCT/1SA/310 (drnjooinw tauOa) QinllM 19S2) 



PonctJ&iuiaire auioris* 



Lonnoy, O 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTiRNATlONALE 



Oenr 1 1nteniatlonalo No 

PCT/FR 00/02623 



C^sutte) DOCUMENTS CONSIDERE5 COMME PERTINEmS 



Categorie * IdentMcatlan das documents cites, avec^e cas ech^ant, rindJeatSondes passages pertinents 



no. des revendications vis6es 



CZECH C ET.AL: "Characterization of human 
presenilin 1 transgenic rats: Increased 
sensitivity to apoptosis In primary 
neuronal cultures." 
NEUROSCIENCE, 

vol. 87, no. 2, novembre 1998 (1998-li), 
pages 325-336, XP000914789 
figure 4; tableau 1 

LAMB B ET AL: "Amyloid production and 
deposition In mutant amyloid precursor 
protein and presen111n-l yeast artificial 
chromosome transgenic mice" 
NAT. NEUROSCI., 

vol. 2, no. 8, aout 1999 (1999-08), pages 
695-697, XP002140369 
page 695, alinea 2 

WO 98 51781 A (PLOEG LEONARDUS H T V D 
;SIS0DIA SANGRAM S (US); QIAN SU (US); 
WON) 1? novembre 1998 (1998-11-19) 
revendl cations 13,18 

WO 98 17782 A (DUFF KAREN ; HARDY JOHN 
(US); UNIV SOUTH FLORIDA (US)) 
30 avril 1998 (1998-04-30) 

LEUTNER S ET AL: "Altered antioxidant 

enzyme activity and radical oxygen 

formation in PS-1 mutant transgenic mice" 

SOCIETY FOR NEUROSCIENCE ABSTARCTS, 

vol. 25, no. 1-2, 1999, page 1857 

XP00Q921150 

le document en entier 



1.4.5,7 



1,2 



FonTtutoiro PCTilSA/210 lautift do la dmnttmo tsuBia) OuOst ISSZ) 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Rsnseigneinems retattfs lu ji e mbi e a de f am Dies de brevets 



Oenv 1 1ntemaxtonaie No 

PCT/F.R 00/02623 



Document brevet cite 
au rapport de ^ec^erche 



Datede 
pubiication 



Mefnbre<s) de ta 
tamiDe de brevet(s) 



Datede 
pubficafion 



wo 


9851781 


A 


19-11-1998 


EP 


0981602 


A 


01-03-2000 

r 


wo 


9817782 


A 


30-04-1998 


US 


5898094 


A 


27-04-1999 










AU 


719507 


B 


11-05-2000 










AU 


4820297 


A 


15-05-1998 










EP 


0946712 


A 


06-10-1999 



Fonnutsira PCTASA/ZiO (anrwxa lamilas am br«ves| Q^iOm 1982) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


Iruerr uui Appticatlon No 

PCT/FR 00/02623 


A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 A01K67/027 C07K14/47 Ci2N5/10 A61K49/00 G01N33/50 


According to lniemai»onal Paient Classificaiion (IPC) or to both nat)cnal classification and IPC 






B. RELDS SEARCHED 


Mtnimum oocunrientalion searctiec (dassUicalion system toOowad ov ctassification syTiit>ols) 

IPC 7 AOIK C07K C12N A61K COIN 


Documentaiion searched otner man minimum documentation to me exxeni mat sucti documents aie inctuoed in me fields searched 


Eleoronic caia base oonsuned during me iniemaiional search <najne ot data base and. v^re practical, search terms lisad) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, BIOSIS," MEDLINE, EMBASE 


C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Categoiy ' 


Citation of document, with incBcation. where appropnaie. ot the relevant passages 


Relavanl to claim Na 


X 


ECKERT A ET AL: "Enhanced vulnerability 

to cell death In lymphocytes from PS-1 

mutant transgenic mice" 

SOCIETY FOR NEUROSCIENCE ABSTRACTS, 

vol, 25. no, 1-2, 1999, pace 1846 

XP000921143 

the whole document . 




1-3.7 


L 


DALIE. O.E. (PROGRAM MANAGER - SOCIETY FOR. 

NEUROSCIENCE): "Publication dates for the 

1999 Abstract Volumes" 

SOCIETY FOR NEUROSCIENCE, 

vol. 25. no. 1-2, 16 - 23 August 1999, 

XP002157614 

the whole document 






I Fudher documents are listed in me conimualion of box C. 


[y 1 Patent famBy members are fisted 


In aiuiax. 


* Spedal categofies of dted oocumems : 

*A* document defining the general stale of me art which is not 

considered to be ol particular relevance 
*E* earfier document but published on or after the tntemalional 

fffing date 

*L' document which may throw doubts on prkMliy claim(s} or 
which is died to estabfish me pubfication dale ol another 
dtaiion or omer special reason (as specified) 

*0* document retarrtng to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

'P* document published prior to me international filing date but 
later than the priority oaze claimed 


bter document published after me tntemationaJ fIBng dale 
or priority date and not tn conflict wtm the appiicalion but 
cited to understand the principie or ttteory underlying the 
invention 

*X* documeni of pailicular retavance; the Claimed mventlon 
cannot be considered novel or cannot be considered lo 
invoive an inventive step when the document is taken alone 

'Y* docxmtent ot particular relevarKs; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step wtien the 
document is oorrixned with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person slaBed 
in me art - 

'ft' document member of me same patent family 


Date ot me actual oompiation of the intemational search 


Dateof ntafDngott 


he international search report 


19 January 2001 


01/02/2001 




Name and malOng address ot itie ISA 

European Patent CRice. P.B. 5618 Paienttaan 2 
NL - 2280 HV R§sw5k 
Tel (-►31-70) 34^^-2040. Tx, 31 651 epo fil. 
Far (+31-70) 340-3016 


Aumorued Officer 

Lonnoy, 


0 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



inter inal Application No 

PCT/FR 00/02623 



C^Continuatlon) DOCUMENTS COI^IOERED TO BE RELEVANT 



Category • Caadon erf documenl, wttli IraScaiion.wnare appropfiaie. of the relevant 



Reievam to ctaim No. 



CZECH C ET'AL: "Characterization of human 
presenilin 1 transgenic rats: Increased 
sensitivity to apoptosis in primary 
neuronal cul tures . " 
NEUROSCIENCE, 

vol. 87, no. 2, November 1998 (1998-11) 
pages 325-336, XP000914789 
figure 4; table 1 

LAMB B ET AL: "Amyloid production and 
deposition in mutant amyloid precursor 
protein and presenilin-1 yeast artificial . 
chromosome transgenic mice" 
NAT. NEUROSCI., 

vol. 2, no. 8, August 1999 (1999-08), 
pages 695-697, XP0021 40369 
page 695, paragraph 2 

WO 98 51781 A (PLOEG LEONARDUS H T V D 
;SISODIA SAN6RAM S (US); 01 AN SU (US); 
WON) 19 November 1998 (1998-11-19) 
claims 13,18 

WO 98 17782 A (DUFF KAREN ; HARDY JOHN 
(US); UNIV SOUTH FLORIDA (US)) 
30 April 1998 (1998-04-30) 

LEUTNER S ET AL: "Altered antioxidant 

enzyme activity and radical oxygen 

formation in PS-1 mutant transgenic mice- 

SOCIETY FOR NEUROSCIENCE ABSTARCTS, 

vol. 25, no. 1-2. 1999, page 1857 

XP000921150 

the whole document 



1.4,5,7 



1,2 



Fom PCT/ISVZIO (cannuatian v s 



It snool) (Juiy 1992) 
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formation on patent family membera 



Patent document 


PuUication 




Patent family 




PuMcation 


dted in search report 


date 




insiTiber(s) 




date 


WO 9851781 A 


19-11-1998 


EP 


0981602 


A 


01-03-2000 


WO 9817782 A 


30-04-1998 


US 


5898094 


A 


27-04-1999 






AU 


719507 


B 


11-05-2000 






AU 


4820297 


A 


15-05-1998 






EP 


0946712 


A 


06-10-1999 



^ 

Inter inal AppUcatlon No 

PCT/FR 00/02623 



Form PCT/ISA«iO {paxam lanniy amex)(JuV 1992} 



TRAIT 



COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 



PCT 



I^E 



r 



f ■^-•0 2 5 JAN 2G02 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAI 



(article 36 et regie 70 du PCT) 



PCT 



Reference du dossier du d^posant ou du 
mandataire 

ST99042 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER pr^lrmlnaire international (formulaire PCT/lPEA/416) 


Demande Internationale n° 
PCT/FROO/02623 


Date du d6pot international Qour/mois/ann^e) 
22/09/2000 


Date de priority Qour/mois/ann6e) 



Classification intemationale des brevets (GIB) ou k la fois classification nationale et GIB 
A01 K67/027 



Deposant 

AVENTIS PHA RMA S.A. et al. 

1 . Le present rapport d'examen preliminaire International, etabli par Tadnninistaration charg^e de I'examen pr^liminaire 
international, est transmis au deposant conform6ment a I'article 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 8 feuilles, y comprls la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
§te modlfiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
radministration charg^e de Texamen pr^llnninaire international (voir la r^gle 70.16 et Tinstruction 607 des Instructions 
admlnistratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



1 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


El 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 

Absence d'unlte de invention 

Declaration motivee selon Tartlcte 35(2) quant a la nouveaute. I'activite inventive et la poss 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



Observations relatives k la demande Internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 

intemationale 

28/03/2001 



Date d'ach^vement du present rapport 



21.01.2002 



Nom et adresse postale de radministration charg^e de 
I'examen preliminaire intemafional: 
Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 
T6(. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Foncttonnaire autorise 
Surdej, P 

N"" de telephone -i49 89 2399 7334 



Formulaire PCT/I PEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN^ 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande Internationale n** PCT/FROO/02623 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande Internationale {les feuilles de remplacement qui ont ete remises 
a ('office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a i'articie 14 sont considerees dans ie present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70, 17)): 

Description, pages: 

1-22 version initiale 

Revendications, N"": 

1-8 version Initiale 

Dessins, feuilles: 

1/11-11/11 version Initiale 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements Indlques ci-dessus 6taient k la disposition de Tadministration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande Internationale a ete depos^e, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etalent a la disposition de I'administration ou lul ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche Internationale (selon la r^gle 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande Internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de Texamen preliminaire Internationale (selon la r^gle 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
Internationale (Ie cas echeant), I'examen preliminaire Internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande Internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec ia demande Internationale, sous forme dechlffrable par ordinateur. 

□ remis ulterleurement k Tadministration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterleurement k I'administration, sous forme dechlffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle Ie listage des sequences par ^crit et fourni ulterleurement ne va pas au-del^ 
de la divulgation faite dans ia demande telle que dSpos^e, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enreglstrees sous dechlffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete foumie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-Vlll. feuille 1) Cuillet 1998) 



RAPPORT D'EXAMEN^ 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n** PCT/FROO/02623 



□ de la description, pages : 

□ des revendications, : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont et6 considerees 
comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'll a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annex6e au present rapport) 



6. Observations compl^mentaires, le cas echeant : 



IV. Absence d'unite de rinvention 

1. En reponse a I'invitation a limiter les revendications ou a payer des taxes additionnelies. le deposant a 

□ limite les revendications. 

□ pay6 des taxes additionnelies. 

□ paye des taxes additionnelies sous reserve. 

□ ni limite les revendications ni paye des taxes additionnelies. 

2. IS L'administration chargee de I'examen preliminaire international estime qu'il n'est pas satisfait h I'exigence 

d'unite d'invention et decide, conformement a la regie 68.1, de ne pas inviter le deposant k limiter les 
revendications ou a payer des taxes additionnelies. 

3. L'administration charg§e de I'examen preliminaire International estime que, aux termes des regies 13.1 ,13.2 et 

13.3, 

□ il est satisfait a {'exigence d'unite de rinvention. 

la il n'est pas satisfait a I'exigence d'unit§ de I'invention, et ce pour les raisons suivantes : 
voir feuille separee 

4. En consequence, les parties suivantes de la demande intemationale ont fait Tobjet d'un examen preliminaire 
International lors de la formulation du present rapport : 

IS toutes les parties de la demande. 

□ les parties relatives aux revendications n**® . 

V. Declaration motlvee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la posslbilite 
d'appllcation industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 2) (juillet 1998) 



RAPPORT D'EXAMEN^ 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 




Demande intemationale PCT/FROO/02623 
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2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande internationaie 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 
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II est fait reference aux documents sulvants: 

D1 : ECKERT A ET AL: 'Enhanced vulnerability to cell death in lymphocytes from 

PS-1 mutant transgenic mice' SOCIETY FOR NEUROSCIENCE 

ABSTRACTS, vol. 25, no. 1-2. 1999. page 1846 
D2: DALIE J.E. (PROGRAM MANAGER - SOCIETY FOR NEUROSCIENCE): 

'Publication dates for the 1999 Abstract Volumes' SOCIETY FOR 

NEUROSCIENCE, vol. 25, no. 1-2, 16-23 aout 1999 
D3: CZECH C ET AL: 'Characterization of human presenilin 1 transgenic rats: 

Increased sensitivity to apoptosis in primary neuronal cultures.' 

NEUROSCIENCE, vol. 87, no. 2, novembre 1998 (1998-1 1), pages 325-336 
D4: LAMB B ET AL: 'Amyloid production and deposition in mutant amyloid 

precursor protein and presenilin-1 yeast artificial chromosome transgenic 

mice' NAT. NEUROSCI., vol. 2, no. 8, aout 1999 (1999-08), pages 695-697 
D5: WO 98 51781 A (PLOEG LEONARDUS H T V D ;SISODIA SANGRAM S 

(US); QIAN SU (US); WON) 19 novembre 1998 (1998-1 1-19) 
D6: WO 98 17782 A (DUFF KAREN ;HARDY JOHN (US); UNIV SOUTH 

FLORIDA (US)) 30 avril 1998 (1998-04-30) 
D7: LEUTNER S ET AL: 'Altered antioxidant enzyme activity and radical oxygen 

formation in PS-1 mutant transgenic mice' SOCIETY FOR NEUROSCIENCE 

ABSTRACTS, vol. 25, no. 1-2, 1999, page 1857 

Introduction 

La demande divulgue un animal transgenique exprimant une forme multi-mutee de la 
preseniline 1 et permettant de detecter un phenomene apoptotique dans un tissu 
peripherique renouvelable, I'utilisation dudit animal, cellule extraite dudit animal et 
utilisation de ladite cellule. 

Concernant le point IV 

Absence d'unite de I'lnvention 

1 . Les seules caracteristiques techniques communes qui peuvent etre distinguees 
entre les differents animaux transgeniques revendiques est qu'ils expriment une 
forme multi-mutee de la preseniline 1 et qu'ils permettent de detecter un 
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phenomene apoptotique dans un tissu peripherlque renouvelable. En 

considerant le fait que de tels elements techniques sont connus de Tetat anterieur 
de la technique au vue des documents D1, D4 et D7 (voir point 3), 11 n'existe pas 
d'element technique particulier au sens de la regie 13.2 PCT liant les differentes 
inventions revendiquees. Chaque animal transgenique portant une combinaison 
specifique de mutations de la preselinine correspond done a une invention 
separee. 

Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la 
possibilite d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette 
declaration 

Nouveaute et activite inventive (Art. 33 (1H3) PCT) 

2. Plusieurs criteres utilises pour definir Tinvention ne sont pas clairs et vont a 
rencontre de TArticle 6 PCT, ce qui conduit a des objections quant a la nouveaute 
et de rinventivite de I'objet revendique (voir en particulier le point 6): 

3. Les revendications 1-5 and 7 ne sont pas nouvelles en considerant D1 , D4 et 
D7. D1, D4 et D7 divulguent des animaux transgeniques portant plusieurs 
mutations dans le gene de la preseniline humaine (e.g. D4: page 695, colonne de 
droite, 2e paragraphe). Le document D4 divulgue, en particulier, des souris 
transgeniques portant la combinaison de mutations M146L et H163R du gene 
humain de la preseniline (e.g. page 695, colonne de droite, 2e paragraphe). 

II est a noter que le document D1 divulgue que des lymphocytes de souris 
transgeniques exprimant des genes portant des mutations multiples du gene de la 
preseniline ont une susceptibilite accrue a I'apoptose par rapport a des cellules de 
type sauvage. 

4. Les revendications 6 et 8 sont nouvelles mais pas inventives en considerant, par 
exemple, I'un des documents D1, D4 ou D7 en combinaison avec soit D5, soit D6 
(e.g. D5: page 6, 2e paragraphe. page 11, le paragraphe, page 12, 1e 
paragraphe, D6: page 15. 2e paragraphe). Les documents D5 et D6 fournissent 
des exemples d'animaux transgeniques portant des mutations dans le gene de la 
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preseniline dont Tutilisation dans la mise en evidence de composes destines au 
traitement des maladies neurodegenerative, en particulier, de la maladie de 
Alzheimer, est divulguee. 

II est a noter que si la nouveaute des revendications 1-5 avait ete reconnue, 
I'inventivlte desdites revendications aurait ete mise en question sur la base des 
documents D1. D4 ou D7 en combinaison avec I'un des documents D3. D5 ou D6. 



Concemant le point VIII 

Observations relatives a la demande intemationale 



6. Dans les revendications 1-3, les phrases "permettant de detecter un phenomene 
apoptotique dans un tissu peripherique renouvelable", "il permet de detecter un 
phenomene apoptotique dans ses lymphocytes" ou "il permet de detecter un 
phenomene apoptotique dans ses lymphocytes T" ne sont pas claires dans la 
mesure ou n'importe quel animal transgenique exprimant une forme multi-mutee 
de la preseniline 1 est compris dans la revendication 1 puisque quasiment toute 
cellule peut presenter un phenomene apoptotique, en particulier. beaucoup de 
types cellulaires peripheriques renouvelables peuvent presenter un phenomene 
apototique au cours de la vie d'un animal, par exemple les lymphocytes sont 
soumis a de nombreuses regulations comprenant des phenomenes apototiques. 
Lesdites revendications manquent done de clarte (Art. 6 PCT). 

7. L'expression "combinees entre elles" dans la revendication 5 n'est pas claire et 
peut etre interpretee comme voulant dire "n'importe quelle combinaison" de 2 
mutations ou plus auxquelles il est fait reference dans la revendication 5 (Art. 6 
PCT). 

8. II est a noter que si la nouveaute et I'activite inventive, d'animaux transgeniques 
ayant une combinaison precise de mutations mutiples dans le gene de la 
preseniline. avaient ete reconnues, ce qui n'est pas le cas ici. un seul exemple de 
mutant a des positions mutiples est divulgue dans la presente application. L'objet 
revendique n'est done pas supporte sur toute son etendue dans la mesure oij 
toutes les combinaisons multiples de mutations de la preseniline ne vont pas 
conduire a Teffet desire. L'objet revendique n'est done pas suffisament fonde sur 



Formulaire PCT/Feuille s6par6e/409 (feuille 3) (OEB-avril 1997) 




THiS F'AGE BLANK (uspto) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - 



Demande interrtSTTonale n** 
FEUILLE SEPAREE 



PCT/FROO/02623 



la description (Article 6 PCT) et divulgue comme Texige TArticle 5 PCT. 

9. Les references a des positions particulieres d'une sequence proteique, dans les 
revendications 4 et 5, n'ont pas de sens dans la mesure ou la sequence 
specifique de laquelle sont derivees ces positions n'est pas precisee. Lesdites 
revendications ne sont done pas claires (Art. 6 PCT). 
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(see Rule 70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 
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3. This report contains indications relating to the following items: 
k 

Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention . 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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II 
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VII 
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L Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been Jumished to the receiving Office in response to an invitation 
tinder Article 14 are referred to in this report as "originally filed" cmd are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



the international application as originally filed. 
I I the description, pages 1:22 , as originally filed. 



I I the claims. 



pages , 
pages . 
pages . 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 
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, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



I I the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



l/ll-ll/ll 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



2 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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1 . This report has been drawn on ^e basis of (Replacement sheets which have been Jitmished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

Reference is made to the following documents: 



Dl: ECKERT A ET AL: ^Enhanced vulnerability to cell 
death in lymphocytes from PS-1 mutant 
transgenic mice' SOCIETY FOR NEUROSCIENCE 
ABSTRACTS, vol. 25, no. 1-2, 1999, page 1846 

D2: DALIE J.E. (PROGRAM MANAGER - SOCIETY FOR 

NEUROSCIENCE) : 'Publication dates for the 1999 
Abstract Volumes' SOCIETY FOR NEUROSCIENCE, 
vol. 25, no. 1-2, 16-23 August 1999 

D3: CZECH C ET AL: 'Characterization of human 
presenilin 1 transgenic rats: Increased 
sensitivity to apoptosis in primary neuronal 
cultures.' NEUROSCIENCE, vol. 87, no. 2, 
November 1998 (1998-11), pages 325-336 

D4 : LAMB B ET AL: 'Amyloid production and 

deposition in mutant amyloid precursor protein 
and presenilin-1 yeast artificial chromosome 
transgenic mice' NAT. NEUROSCI., vol. 2, no. 8, 
August 1999 (1999-08), pages 695-697 

D5: WO 98 517 81 A (PLOEG LEONARDUS H T V D; SISODIA 
SANGRAM S (US) ; QIAN SU (US) ; WON) 19 November 
1998 (1998-11-19) 

D6: WO 98 17782 A (DUFF KAREN; HARDY JOHN (US) ; 

UNIV SOUTH FLORIDA (US)) 30 April 1998 (1998- 
04-30) 

D7 : LEUTNER S ET AL: 'Altered antioxidant enzyme 
activity and radical oxygen formation in PS-1 
mutant transgenic mice' SOCIETY FOR 
NEUROSCIENCE ABSTRACTS, vol. 25, no. 1-2, 1999, 
page 1857 
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L Basis of the report 

1 . This report has been drawn on the basis of (Replacemerti sheets which have been fianished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this rep<»t as "originally filed** and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

In'broductxon 

The application discloses a transgenic animal 
expressing a multiple mutated form of presenilin 1 
and enabling an apoptotic phenomenon to be detected 
in a renewable peripheral tissue, the use of said 
animal, a cell extracted from said animal and use 
of said cell. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: IV 

1 The only common technical features which can be 

discerned among the various transgenic animals 
claimed is that they esqpress a multiple mutated 
form of presenilin 1 and that they enable to detect 
an apoptotlc phenomenon in a renewable peripheral 
tissue. As such technical features are known from 
the prior art, see documents Dl, D4 and D7 (see Box 
V, point 2), there is no specific technical feature 
within the meaning of PCT Rule 13.2 linking the 
various inventions claimed. Each transgenic animal 
carrying a specific combination of mutations of 
presenilin therefore corresponds to a separate 
invention. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) Claims 

Claims 

Inventive step (IS) Claims 

Claims 

Industrial applicability (lA) Claims 

Claims 

2. Citations and explanations 

1. Several criteria used to define the invention are 
not clear and are contrary to PCT Article 6, which 
leads to objections concerning the novelty and 
inventive step of the subject matter claimed (see in 
particular Box VIII, point 1) . 



6,8 



1-5, 7 



1-8 
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YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Claims 1-5 and 7 are not novel in view of Dl, D4 and 
D7 . Dl, D4 and D7 disclose transgenic animals 
carrying several mutations in the gene for human 
presenilin (e.g. D4 : page 695, right column, 2'''^ 
paragraph) . Document D4 discloses, in particular, 
transgenic mice carrying the combination of 
mutations M14 6L and H163R of the gene for human 
presenilin (e.g. page 695, right column, 2""^ 
paragraph) . It should be noted that document Dl 
discloses that the lymphocytes of transgenic mice 
expressing genes carrying multiple mutations of the 
gene for presenilin have increased sensitivity to 
apoptosis over wild-type cells. 

3. Claims 6 and 8 are novel but not inventive, in view, 
for example, of one of documents Dl, D4 or D7 in 
combination with either D5, or D6 (e.g. D5 : page 6, 
l"""^ paragraph, page 11, 1^^ paragraph, page 12, 1®^ 
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paragraph, D6: page 15, 2""* paragraph) . Documents 
D5 and D6 provide examples of transgenic animals 
carrying mutations in the gene for presenilin, the 
use of which in establishing compounds for treating 
neuro-degenerative diseases, in particular 
Alzheimer's disease, is disclosed. 



4. It should be noted that if the novelty of Claims 1-5 
had been recognised, the inventive step of said 
claims would have been questioned on the basis of 
documents Dl, D4 or D7 in combination with one of 
documents D3, D5 or D6. 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fiilly 
supported by the description, are made: 

1. In Claims 1-3, the sentences ''enabling to detect an 
apoptotic phenomenon in a renewable peripheral 
tissue", ''it enables to detect an apoptotic 
phenomenon in its lymphocytes" or "it enables to 
detect an apoptotic phenomenon in its lymphocytes T" 
are not clear, in so far as any transgenic animal 
expressing a multiple mutated form of presenilin 1 
is included in Claim 1, since virtually every cell 
can present an apoptotic phenomenon. In particular, 
many renewable peripheral cellular types can present 
an apoptotic phenomenon in the course of an animal's 
life, for example lymphocytes are subject to many 
adjustments including apoptotic phenomena. The said 
claims therefore lack clarity (PCT Article 6) • 

2. The expression "combined among themselves " in Claim 
5 is not clear and can be interpreted as meaning 
"any combination" of 2 or more mutations to which 
reference is made in Claim 5 (PCT Article 6) . 

3. It should be noted that if the novelty and inventive 
step of transgenic animals having a specific 
combination of multiple mutations in the gene for 
presenilin had been recognised, which is not the 
case here, a single example of a mutant at multiple 
positions is disclosed in the present application. 
The subject matter claimed is not, therefore, 
supported throughout its extent, in so far as not 
all the multiple combinations of mutations of 
presenilin will lead to the desired effect. The 
subject matter claimed is not, therefore. 
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VIIL Certain observations on the international application 

sufficiently supported by the description (PCT 
Article 6) nor disclosed in accordance with the 
requirements of PCT Article 5. 

4. The references to particular positions of aproteic 
sequence in Claims 4 and 5 have no meaning, in so 
far as the particular sequence from which these 
positions are derived is not specified. Therefore, 
said claims are not clear (PCT Article 6) . 
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La presente invention conceme le domaine des modeles animaux transgeniques et 
plus particnlieremmt, les modeles animaux de la maladie d' Alzheimer. L'invention se 
rapporte a un animal transgenique exprimant xme fomie multi-mutee de la preseniline 

1 et pemiettant de detecter un phenomene apoptotique dans un tissus peripherique 
10 renouvelable. 

La maladie d'Azlheimer (AD) est ime maladie neurodegenerative progressive qui 
affecte xme large proportion de la population agee. Cette maladie est caracterisee sur 
le plan clinique par une perte de la memoire et un declin des fonctions cognitives, sur 
le plan neuropathologique par la presence dans le cerveau de depots neurofibrillaires 
15 intracellulaires et de depots extracellulaires du peptide p-amylo!de (AP) formant les 
plaques amyloldes (Yanker et al., 1996) ainsi qu'une perte neiux>nale prononcee. A 
ces signes s*ajoutent un nombre important d'autres changements anormaux incluant 
une alteration des mecanismes de protection contre les radicaux libres.. 

Les plaques amyloides sont majoritairement composees des peptides Ap a 40 ou 42 
20 residus qui sont generes lors du processus proteolytique de la proteine precurseur du 
peptide p>amyloide (APP). Les depots extracellulaires de AP sont tres specifiques de 
TAD et des desordres associes. lis representent la caracteristique precoce et invariable 
de toutes les formes de TAD, incluant les formes familiales (FAD). Les FAD 
apparaissent de maniere relativement precoce (entre 40 et 60 ans) et sont dues a des 
25 mutations dans le gene de TAPP dans 5 % des cas de FAD avec six mutations faux- 
sens simples ou doubles identifiees; dans le gene de la preseniline 1 (PS 1) dans 50 a 
70 % des cas de FAD avec plus de 40 mutations dififerentes identifiees jusqu'a 
present; et dans le gene de la preseniline 2 (PS 2) dans des cas plus tares de FAD avec 

2 mutations faux-sens decrites (pour revue voir Price et Sisodia, 1998). Des mutations 
30 dans ces trois genes pnt ete demontrees conune induisant des changements dans la 
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proteolyse de I'APP, qui conduisent a une suiproduction de Ap, specialement de la 
forme longue Ap42, et a rapparition precoce de la pathologie et des symptomes 
similaires a ceux des formes sporadiques de TAD. 

Dans les modeles animaux transgeniques decrits jusqu'a present la symptomatologie 
5 de perte neuronale comparable a TAD est exprimee uniquement au niveau des 
neurones ou dans leur entourage direct et en particulier le phenomene d'apoptose 
(Chiu et aL, 1999). Cependant, ces modeles presentent plusieurs inconvenients dont 
notamment la necessite d'elever im tres grand nombre d'animaux le plus souvent sur 
des periodes de temps longues, pouvant aller jusqu'a 24 mois, afm de suivre la mise 
10 en place des symptomes de TAD, le sacrifice systematique des animaux pour I'etude 
de la pathologie et ainsi des protocoles experimentaux particulierement fastidieux et 
couteux. 

n n'existe done pas de modele animal de VAD permettant de mesurer les symptomes, 
et en particulier, les phenomenes de mort cellulaire associes a TAD dans des tissus 
15 peripheriques. 

La presente invention resulte done de la recherche d'un nouveau modele animal 
representatif de la neuropathologie permettant de mesurer les symptomes associes a 
FAD et en particulier Tapoptose, dans des tissus peripheriques. 

Un premier objet de I'invention conceme done un modele animal transgenique de la 
20 maladie d* Alzheimer exprimant la preseniline 1 multi mutee. 

On entend par animal transgenique tout animal non-himaain presentant une 
modification de son genome. La modification du genome pent resulter d'une alteration 
ou une modification de un ou plusieurs genes par "knock-in" ou par "knock-out". 
Cette modification pent etre due a Taction d'agents alterants ou mutagenes classiques 
25 ou bien effectuee par mutagenese dirigee, comme cela est decrit dans Materiels et 
Methodes. 
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La modification du genome pent egalement resulter d\me insertion de gene(s) on de 
remplacement de gene(s) dans sa (ieur) fomie sauvage ou mutee. 

Les modifications du genome sont avantageusement effectuees sur des cellules 
souches reproductrices et preferentiellement sur les pronuclei. 

5 Dans le cadre de la presente invention, le modele animal est avantageusement un 
mammifere. En particulier il peut s*agir d'une souris, d^m rat ou d*un lapin obtenu 
selon les techniques classiques de transgenese. A titre d'exemple illustrant Tun des 
procedes de transgenese, on peut citer la methode de microinjection d'une cassette 
d'expression comprenant les genes modifies dans les deux pronuclei fecondes, tel que 
10 cela est decrit dans Materiels et Methodes. 

A cet egard, le modele animal de Tinvention est obtenu par injection d'une cassette 
d'expression comprenant im acide nucleique. De maniere preferentielle, cet acide 
nucleique est un ADN qui peut etre un ADN genomique (ADNg) ou un ADN 
complementaire (ADNc). 

15 Dans le cadre du modele de I'invention, TADN code pom- tout gene de la PSl de sorte 
que les cellules du modele animal expriment la proteine multi-mutee. 

La sequence de la proteine PSl himiaine non-mutee a ete decrite par Sherrington et al 
en 1995. On entend par proteine multi-mutee, la proteine PSl comprenant au moins 
trois mutations combinees ou associees entre elles, c'est-a-dire presentent en meme 
20 temps dans la dite proteine. Selon une mode prefere de Tinvention, I'ADN code pour 
le gene de la PSl qui comporte 5 mutations (PS1M5), 

Les mutations dans le gene de PSl peuvent etre I'une des 40 mutations decrites 
jusqu'a present dans la litterature. De maniere preferentielle, les mutations dans le 
gene de PSl sont M146L, H163R, A246E, L286V, C410Y, I143T, L235P, P264L, 
25 P267S, E317G, G384A, L392V, A426P et/ou P436S. Elles sont en combinaison 
partielle les unes aux autres. 
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Pour la realisation d'un modele selon I'invention, les mutations M146L, H163R, 
A246E, L286V, C410Y, combinees entre elles, sont pr^ferees. 

Dans le cadre du modele de I'invention, I'ADN est place sous le controle de sequences 
permettant son e}q>ression et en particulier de sequences promotrices de la 
5 transcription. 

A titre de sequences promotrices, on peut citer tout particulierement le promoteur 
HMG (Gautier et al., 1989), ainsi que le promoteur PDGF (Sasahara et al., 1991), le 
promoteur Thy-1 (Luthi et al.,1997) et le promoteur du gene du. Prion (Scott et al., 
1992). 

10 Selon une mise en oeuvre particulierement interessante de I'invention, le modele 
animal comprend le gene de la PSl ayant les mutations M146L, H163R, A246E, 
L286V, C410Y plac6 sous le contrdle du promoteur HMG. 

Le modele animal selon I'invention est tres avantageux car 11 correspond a un modele 
pratique et representatif des phenomenes de mort cellulaire de TAD. En effet, ce 

15 modele pr6sente des symptomes associes a TAD dont notamment I'apoptose des 
cellules et le stress oxydatif et permet en plus de mesurer ces symptomes dans les 
cellules des tissus peripheriques renouvelables. n est a noter que le stress oxydatif se 
manifeste egalement dans le cerveau de ces animaux. On doit entendre par tissus 
peripheriques rraouvelables, tout tissus presentant un renouvellement de ces cellules 

20 au cours du temps. A titre d'exemple de tissus peripherique renouvelable on peut cite 

la rate, le foie, le sang De maniere preferee, le phenomene apoptotique est mesure 

dans les cellules du sang et encore plus preferentiellement dans les lymphocytes. 
Parmi les lymphocytes, les lymphocytes T sont preferes pour I'invention. 

Ainsi, les resultats decrits dans les exemples demontrent que la souris transgenique 
25 exprimant la PS 1 multi-mutee, developpe des alterations cellulaires retrouvees dans la 
maladie d'Alzheimer et, en particulier, presente une sensibilite accrue k I'apoptose. Ce 
phenotype n'est d'ailleurs pas observe avec un mutant pathologique naturel simple du 
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genre M146L. Ce phenotype est obtenu specifiquement avec une fonne non naturelle 
regroupant plusieurs mutations, et de preference 5 mutations, individuelies sur le 
meme ADNc, En outre, par Texpression ectopique du transgene grace au promoteur 
ubiquitaire, ce modele permet de detecter un phenomene apoptotique (lie a des 
5 mutations de la maladie d'Alzheimer) dans un tissu peripherique renouvelable. Ce 
modele foumit done une source beaucoup plus pratique de materiel (n'exigeant pas le 
sacrifice de Tanimal) permettant done un suivi longitudinal. 

De plus, les alterations du metabolisme du Calcium et des radicaux libres observees 
dans ce modele de maniere tres nette sont similaires a Taugmentation de la latence de 
10 la reponse ealcique et du stress oxidatif observees ehez les patients Alzheimer (Eckert 
et al., 1997 and 1998) ce qui renforce la pertinence de ce modele. 

La presente invention est done egalement relative a I'utilisation du modele animal, tel 
que decrit precedemment, poiu* la mise en evidence de composes destines au 
traitement des maladies neurodegeneratives, de preference la maladie d' Alzheimer. 

15 En effet, par ses proprietes avantageuses ce modele permet, en comparaison des 
modeles connus, la mise en evidence de composes particulierement adaptes au 
traitement de TAD, notanunent, telle que decrite ehez ITiomme. 

Ces composes peuvrat etre des molecules chimiques, des molecules peptidiques ou 
proteiques, des anticorps, des molecules chimeriques ainsi que des ADNs antisens ou 
20 des ribozymes. 

Les composes mis en evidence peuvent etre utilises comme medicament, tels quels ou 
en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable afin d'obtenir xme 
composition pharmaceutique. 11 pent s'agir en particulier de solutions salines 
(phosphate monosodique, disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium ou 
25 magnesium, etc., ou des melanges de tels sels), steriles, isotoniques, ou de 
compositions seches, notainment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau 
sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. 
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Les injections pouvant etre realisee par voie stereotaxique, topique, orale, parenterale, 
intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, 
transdermique, etc* 

La mise en evidence des composes decrits precedemment repose sur la mise en 
5 contact, notamment par une administration telle que par exemple une injection, du 
modele animal de Tinvention avec un compose ou im melange de composes 
suppose(s) avoir une action et de mesurer ensuite le ou les effet(s) des composes 
notamment au niveau des tissus peripheriques du modele sur les differents 
changements biochimiques et/ou histologiques comme par example ceux decrits dans 
10 les parties Methodes et Resultats dont Tapoptose, le taux de calcium intracellulaire, le 
taux de radicaux libres.... 

Un autre objet de I'invention conceme une cellule extiaite du modele animal tel que 
decrit precedemment ainsi que son utilisation pour la mise en evidence de composes 
destines au traitement des maladies neurodegeneratives, de preference la maladie 
15 d' Alzheimer. 

La mise en evidence de composes decrits precedemment repose sur la mise en contact 
de cellules extraites du modele animal de Tinvention avec un compose ou un melange 
de composes suppose(s) avoir une action et de mesurer ensuite le ou les efret(s) des 
composes au niveau des cellules entieres, dans des homogenats de cellules ou sur une 
20 fraction subcellulaire, sur differents parametres tels que la mort cellulaire, la 
production du peptide Ap, production de radicaux libres, etc... 

Les resultats decrits dans les exemples demontrent les avantages du modele de 
rinvention et supportent clairement Tutilisation de ce modele tiansgenique coirnne 
outil de mesure et de suivi simple et rapide dans le cadre de strategies therapeutiques 
25 telles que notamment la mise au point d'agents anti-apoptotiques ou d'agents limitant 
la mort cellulaire liee a TAD de fagon plus generale. 



L 
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La presente invention sera decrite plus en detail a Taide des exemples qui suivent mais 
qui doivent etre consideres conune iUustratifs et non limitatifs. 

S LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1 : Analyse de Texpression de PSl humaine chez les souris transgeniques 
PS1M5 (pistes 1,5,9), PS1M146L (pistes 2,6,10), PSlwt (pistes 3,7,11) et non 

10 transgeniques (pistes 4,8,12). Les tissus des souris transgeniques : lymphoc3^es 
(pistes 1-4), rate (pistes 5-8) et cerveau (pistes 9-12), ont ete lyses et analyses par 
immunoblot en utilisant un anticorps specifique pour la sequence humaine de PSl 
(epitope dans la region N-teim de PSl). L'holoproteine PSl(approx. 50kDa) ainsi 
que le fiagment N-terminal sont observables. L'expression du transgene est 

15 observable pour les trois transgeniques. H y a absence de clivage endoproteolytique 
pour la proteine PS1M5. 

F^ure 2 : Apoptose accrue des lymphocytes issus de souris transgeniques 
PS1M146L et PS1M5 en conditions basales. Les taux d*apoptose en condition basale 
ont ete mesures dans des lymphocytes dissocies. Les lymphocj^es PS1M5 montrent 
20 un taux d'apoptose plus eleve par rapport a PSlwt (*, p< 0.05) ou aux temoins 
littermates , non transgeniques, (**, p< 0.05)). H en est de meme pour les 
lymphocytes PS1M146L par rapport aux controles littermates (+, p< 0.05) 

Figure 3 : Apoptose apres 2.5h d'incubation de lymphocytes issus de souris 
transgeniques. Apres 2.5h d'incubation, les lymphocytes PS1M5 montrent un taxix 
25 d'apoptose significativement plus eleve (***, p< 0.001) par rapport a PSlwt , 
PS1M146L ou aux controles non transgeniques (littermates) 

Figure 4 : Apoptose induite par traitement au deoxy-ribose de lymphocytes issus de 
souris transgeniques. Apres induction au deoxy-D-ribose (lOmM), les taux 
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d'apoptose sont significativement plus eleves dans le groupe PS1M5 que dans les 
autres groupes (**,p< 0.01 vs PSl wt et PS1M146L ; ***, p<0.001 vs Utteraiates). 

Figure 5 : Apoptose induite par traitement au peroxide d'hydrogene de lymphocytes 
issus de souris transgeniquK. Apres induction au peroxide d'hydrogene (ImM), les 
5 taux d'apoptose sont significativement plus eleves dans le groupe PS1M5 que dans 
les autres groupes (***, p< 0.001). II n'y a aucune difiference entre les autres groupes.. 

Figure 6 : Apoptose induite par traitement a la dexamethasone de lymphocytes issus 
de souris transg6niques. Apres induction a la dexamethasone (10'^ M), les taux 
d'apoptose sont significativement plus eleves dans le groupe PS1M5 que dans les 
10 autres groiq)es (*, p<0.05 vs PS1M146L et littermates ; **,p< 0.01 vs PSlwt). n n'y a 
aucune diff(§rrace entre les autres groupes. 

F^re 7 : Augmentation des niveaux de radicaux libres dans les lymphocytes de 
souris transgeniques PS1M5. Les niveaux des especes radicalaires oxygenees 
(Reactive Oxygen Species) ont ete mesures dans les lymphocytes de souris par 
15 cytometrie de flux (Rhodaminel23) et exprimes en intensite moyenne de fluorescence 
(MFI). Les taux de ROS sont significativement plus eleves dans les lymphocytes de 
souris transgeniques PSlMSpar rapport aux autres groupes (*, p<0.05 vs PSlwt ; 
**,p<0.01 vs littermates). 

Figure 8 : Mobilisation accrue de calcium intracellulaire dans les lymphocytes de 
20 souris transgeniques PS1M5. Les niveaux de [Ca^% ont ete determines en 
conditions de repos (basal) Les niveaux de calcium intracellulaire sont plus eleves 
dans les lymphocytes de souris transgeniques PS1M5 que dans les autres groupes. D 
n'y a aucune difference entre les autres groupes. 

Figure 9 : Reponse calciimi intracellulaire accrue apres stimulation au PHA dans les 
25 lymphocytes de souris transgeniques PS1M5. La difference entre niveaux de [Ca^*]i 
apres et avant stimulation mitogenique au PHA (15microg/ml) a ete representee. Les 
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lymphocytes de souris transgeniques PS1M5 repondent plus fortement au stimulus 
que les autres groupes (p< 0.01). II n'y a aucune diflference entre les autres groupes. 

Figure 10 : Latence de la mobilisation de calcium intracellulaire plus lente dans les 
lymphocytes de souris transgeniques PS1M5 et PS1M146L. L'intervalle de temps 
5 pour atteindre le pic de[Ca^^\ apres stimulation mitogenique au PHA est plus eleve 
dans les lymphocytes de souris transgeniques PS1M5 (**, p< 0.05 vs PSlwt et 
littermates) ainsi qu'a im moindre degre pour les souris transgeniques PS1M146L (*, 
p<0.05 vs PSlwt). II n'y a aucune difference entre souris PSlwt et controles non 
transgeniques (littemiates). 

10 Figure 11 : Effet des mutations himiaines de PSl dans le cerveau des souris 
transgeniques sur les mecanismes de protection des radicaux libres. A) Niveaux 
d'activite de Tenzyme super oxyde dismutase» SOD. B) Niveaux d'activite de 
Tenzyme glutathion reductase. C)Niveaux de peroxydation lipidique apres 
stimulation au FeCU. line baisse significative des mecanismes de detoxification des 

15 radicaux libres (SOD et GR) est observee dans le cerveau des souris transgeniques 
PS1M5 (*, p< 0.05 vs PSlwt ; p<0.05 vs PS1M146L) avec une tendance a la 
diminution dans les souris PS1M146L. Reciproquement, les niveaux de peroxydation 
lipidique stimulee (due a la presence de radicaux libres) est augmentee chez les souris 
PS1M5. 

20 

MATERIEL ET METHODES 
1. Mutagenese de Pres^nilinel-PSl 

L'ADNc de PSl humain contenant un consensus Kozak au niveau de TATG initial, a 
ete precedemment decrit (Pradier et coL 1999). La mutagenese de PSl a ete efifectuee 
25 en utiUsant le kit de mutagenese in vitro SculptorTM (Amersham, France). La region 
codante de PSl a ete sous-clonee dans le vecteur Bluescript (Stratagene) et xm ADN 
simple brin prepare. Les 5 mutations utilisees dans le cadre de I'invention, ont ete 
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introduites a Taide d'oligonucleotides contenant les mutations souhaitees suivant les 
instructions du foiimisseur : 

M146L, ^' GAGGATAGTCG*TGACAACAAT ^' ; SEQ ID N°l 

H163R, ^' AAGCCAGGCC*TGGATGACCTT ^' ; SEQ ID N^2 

5 A246E, ^' GATGAGCCAT*GCAGTCCATTG SEQ ID N«3 

L286V, ^' GGAGTAAATGC*GAGCTGGAAA ^ ; SEQ ID 

C410Y, GGCTACGAAT*CAGGCTATGGT , SEQ ID N°5 

le * denote la position de la mutation nucleotidique introduite sur le brin 
complementaire. Pour obtenir la construction contenant les cinq mutations combinees 
10 (PS1M5 pour multimutantS), cinq mutageneses success! ves ont ete effectuees. 
L'ensembie de la sequence de TADNc de PSl a ete verifiee a chaque mutagenese 
pour garantir I'absence de mutations non souhaitees. 

2. Generation et identification des souris transgeniques 

Pour la construction des transgenes, lesADNc de PSl wild type, PS1M146L et 
15 PS1M5 ont ete sousclones dans les sites de restriction Smal/BamHI du multisite de 
clonage du vectew d*expression transgenique HMG (Czech et col. , 1997). Les 
ADNc sont sous le controle du promoteur partiel HMG-CoA reductase qui pemiet 
une expression ubiquitaire du transgene. Pour la microinjection, la cassette 
d'expression a ete purifiee par electrophorese sur gel apres restriction avec Tenzyme 
20 NotI pour eliminer les sequences non importantes du vecteur. Le transgene purifie a 
ete repris a la concentration finale de 2.5 ng/microl en 10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 0.1 
mM EDTA et injecte dans Tun des deux pronuclei d'ovocytes fecondes de souris. 
Les embryons survivants sont transplantes dans Toviducte d'une mere adoptive. La 
presence du transgene a ete analysee par PGR et Southern. La PGR a ete eflfectuee en 
25 utiUsant des oligonucleotides specifiques de la sequence de PSl himiain presentant les 
sequences SEQ ID N°6 ^'-TAA TTG GTC CAT AAA AGG C-^' et SEQ ID N^7 ^' - 
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GCA CAG AAA GGG ACT CAC AAG-^' generant un fegment d'amplification de 
550 pb. Pour Tanalyse de Southern, un fragment Pstl-Sall de L2 kb, coirespondant 
au premier intron de la cassette d'expression HMG a ete marque au alpha-P^^ et 
utilise comme sonde pour la detection du transgene et du gene HMG-CoA reductase 
5 endogene. Grace a cette demiere analyse, Tabsence de tout rearrangement majeur ou 
deletion au sein du transgene pent etre garantie. Les souris ont ete elevees 
conformement aux regies fran^aises d'entretien des animaux. 

3. Immunoblot 

Le tissu cerebral et la rate de souris transgeniques (PSlwt, PS1M146L et PS1M5) et 

10 de souris controles non transgeniques (littermate) a ete homogeneises sur de la glace 
dans une solution de sucrose 0.32 M contenant des inhibiteurs de protease 
(Complete™, Boehringer-Mannheim, Allemagne). Les debris cellulaires ont ete 
elimines par centrifugation a 4^*0 pendant 5 min a 1500g. Les lysats de lymphocytes 
ont ete prepares de la meme fa^on a partir de la fraction de cellules piuifiees. La 

15 concentration en proteine dans le sumageant a ete mesure a I'aide du test de proteine 
BCA (Pierce, USA). Pour la detection de PSl, 25 ng d'extrait proteique ont ete 
incubes a 56**C pendant 20 min dans du tampon de depot Laemmli contenant de 
I'uree 8M et du dithiothreitol 50 mM. Les proteines ont ete fractionnees par 
electrophorese sur gel polyacrylamide (SDS-PAGE). Apres transfert des proteines sur 

20 filtre de nitrocellose (Amersham, France), le filtre a ete chauffe dans du PBS pendant 
5 min afin d'augmenter la sensibilite et immediatement sature avec 5% (wAO de lait 
ecreme en poudre dans du TBST 50mM Tris-HCl pH 8.1, 150 mM NaCl, 0.05% 
(VAO Tween 20 pendant Ih et incube la nuit a 4°C avec Tanticorps (Ac) primaire 
anti-PSl humain, MAB1563 (Chemicon, USA), dilue au 1/10000 en tampon TBST 

25 seul. La liaison de I'Ac a ete detecte avec un Ac-anti IgG conjugue a la peroxidase de 
Raifort (Amersham, France) suivi d'un systeme de detection par chemiluminescence 
(Amersham, France) selon les instmctions du fabricant. 

4. Preparation des lymphocytes 
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Les lymphocytes ont ete prepares a partir de rate de souris fraichement dissociee. La 
rate est homogeneisee en tampon RPMI puis Thomogenat est passe a travers un filtre 
10 microns- L'homogenat cellulaire est lave plusieurs fois par centrifugation et 
resuspension. Apres lyse des erythrocytes presents, le nombre de cellules est 
5 determine par comptage au microscope. 

Pour obtenir les lymphocytes T, les cellules B ont ete contre-selectionnees par 
fixation sur des billes magnetiques portant des anticorps anti-cellules B (Dynabeads 
Mouse pan B, Dynal, Norvege) et separation des billes. Les cellules restantes sont a 
plus de 80% des lymphocytes T (CD3 positives) conrnie determine par analyse par 
1 0 cj^ometrie de flux. 

5. Mesure de Tapoptose 

Pour determiner le contenu en ADN en phase Gl, qui definit le pourcentage de 
cellules apoptotiques, apres traitements aux differents temps, les lymphocytes T sont 
separes par centrifugation et les culots cellulaires repris en tampon de lyse ( 0.1% 

15 citrate de sodium, 0.1% Triton X-100) contenant 50 \ig/m\ de iodure de propidium 
(Sigma, Mimich). Les echantillons sont conserves a 4°C pour 1-2 heures avant 
analyse par cytometric de flux (FACSCalibur, Benckton Dickinson , logiciel Cell 
Quest). La mort cellulaire a ete induite par differents traitements : 2-deoxy-D-ribose 
(d-Rib, lOmM), peroxide d'hydrogene (H2O2, 1 mM) et dexamethasone (dex, 10"^ M) 

20 pendant 2.5h. La mort cellulaire determinee en absence de traitement a ete definie 
conmie apoptose spontannee in vitro, 

6. Mesure de calcium intraceilulaire 

La Abaction de cellules T est reprise en tampon RPMI et incubee en presence de Fura- 
2-AM (Molecular Probe, Leiden, Pays-Bas). L'incubation est terminee par ajout de 
25 tampon HBSS et lavage de la suspension par centrifugation plusieurs fois pour 
eliminer le colorant du milieu. La fraction de cellules T est finalement reprise en 
tampon HBSS et conservee sur glace jusqu'a la mesure de calcium intraceilulaire. 
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La fluorescence Fiira-2 a ete mesuree comme precedemment decrit (Eckert et al,, 
1993) en utilisant un spectrometre a luminescrace SLM-Aminco avec longueurs 
d'onde d'excitation a 340nm et 380 nm et d'emission a SlOnm. La concentration 
intracellulaire de calcium [Ca^'*li a ete calculee a partir de la methode des ratios de 
5 Grynkiewicz conrnie decrit precedemment (Eckert et col. 1997) en utilisant xme 
valeur de Kd de 224 nM. Comme stimulateur de mobilisation de calcium dans les 
lymphocytes, la PHA-P (Sigma, Munich) a ete rajoutee a la concentration de 15 
microgram/ml. 

7. Mesure des radicaux libres 

10 La production de radicaux libres (ROS) a ete quantifiee par cytometric de flux 
(FACSCalibur, Benckton Dickinson ) en utilisant comme revelateur fluorescent la 
dihydrorhodamine 123 (DHR, Molecular Probes). Les cellules sont resuspendues 
dans 1 ml de tampon HBSS en presence de DHR (concentration finale lOmicroM) et 
incubees a 37°C poiu" 15min en bain agitant. La conversion de DHR en son derive 

15 fluorescent rhodamine 123 est alors quantifiee et exprime en intensite moyenne de 
fluorescence (MFI). 

8. Preparation du tissu cerebral. 

Les souris ont ete utilisees a I'age de 3-4 mois et sacrifices par decapitation. Les 
cerveaux ont ete preleves et laves extensivement dans du tampon sur glace. Le tissu 
20 (cervelet inclus) a ete pese et immediatement congele a -20'*C. Le tissu a ete 
homogeneise a Taide d'un homogeneisateur Potter-El vehj em dans du tampon Tris- 
HCl a 5 et 20 mM, respectivement, pour obtenir des homogeneat dilue 
(poids/volume) au 1/10^ et 1/5^ respectivement. 

9. Test d'activite CuZn SOD et glutathion reductase 

25 Les homogenats de cerveau (1/5 p/v) ont ete centrifuges a 8.500xg pendant lOminutes 
a 4®C. Le sumageant a ete utilise pour mesxwer les activites SOD et glutathion 
reductase (GS). L'activite SOD a ete mesuree a I'aide d'un kit du type SOD-525 



wo 01/22811 



PCT/FROO/02623 



14 

(Calbiochem, Allemagne). Ce kit utilise un reactif specifique (Rl) qui subit une auto- 
oxidation alkaline qui est acceleree par la superoxide dismutase. Un deuxieme reactif 
(R2) est utilise pour eliminer les interferences causees par les merc{q>tans, comme le 
glutathion. Une unite d'activite SOD-525 est definie comme Tactivite doublant le 
5 taux d'auto-oxidation de Rl . L'activite GR a ete similairement dosee a I'aide d'un kit 
specifique (Calbiochem, Allemagne) . Ce kit mesure le taux d'oxidation de NADPH 
en NADP+ qui est accompagne d'une diminution d'absorbance a 340 nm qui est 
detectee par spectrophotometrie. Une unite d'activite GR est definit par la reduction 
d'une micromole de GSSG a 25*'C, pH7.6. 

10 10. Mesure de la peroxidation Upidique (LPO) basaie et stimulee dans les tissus 
cerebraux 

Les homogenats de cerveau (1/10, p/v) sont incubes en tampon contenant (LPO 
stimulee) ou pas (LPO basaie) FeCb et 100 ^M pendant 30 min a 37°C dans un bain 
aqueux agite. Apres incubation, les homogenats sont centrifuges a 3000xg pendant 
15 10 min. Les sumageants sont utilises pour detecter la peroxidation lipidique par 
mesure de la concentration de malondialdehyde (MDA) a Taide d'un kit de type LPO- 
586 (Calbiochem). Ce kit utilise un chromophore specifique qui reagit avec le MDA 
a une tempretaure moderee (45 °C) 

20 EXEMPLES 



Exemple 1 : immunodetection des proteines correspondant aux transgenes 
PSlwt, PS1M146L et PS1M5 

Des souris transgeniques PSlwt, PS1M146L et PS1M5 (multimutant) ont ete 
25 generees. Le transgene est sous le controle du promoteur hiraiain HMG-CoA 
reductase, un gene de maintenance qui conferre une forte expression ubiquitaire 
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incluant le cerveau (Gautier et al., 1989, Czech et coL 1997 et 1998). Une analyse des 
niveaux d'expression des transgenes (PSl humaine) a ete elfectuee sur les tissus de 
rate et de cerveau ainsi que sur la fraction de cellules lymphocytaires a Taide d*un 
anticorps specifique de la sequence de PSl hxunaine ne reconnaissant pas 
5 rhomologue de souris (Figl). Dans le cerveau (Figl, pistes 9-12), le fragment N- 
terminal de PSl est Tespece preponderante avec des niveaux plus eleves pour la 
PS1M146L comparee a PSlwt. Pour PS1M146L, Tholoproteine (proteine complete, 
approx, 50 kDa) est detectable demontrant une saturation du processus 
d'endoproteolyse a forte expression de PSl comme precedemment decrit. Par contre, 
10 pour PS1M5, le multimutant, il y a une absence totale d'endoproteolyse et seule 
rholoproteine est detectable. Des resultats similaires ont ete observes dans la rate et 
les lymphocytes avec des niveaux d'expression variables mais detectables dans tons 
ces tissus. 

15 Exemple 2 : Apoptose spontanea accrue dans les lymphocjrtes isoles de souris 
transgeniques PSl multi-mutees. 

Cet exemple a pour but de demontrer que les cellules peripheriques du modele animal 
exprimant la PSl multi-mutee presentent une apoptose spontanee acme et persistante 
dans le temps. 

20 Les lymphocytes isoles de souris transgeniques exprimant PSl wild type (sans 
mutation) ont le meme niveau d'apoptose basale (2.8%) que les controles non- 
transgeniques issus de la meme portee (littermate) (Fig2). Par contre, cette apoptose 
spontanee est fortement augmentee (6%) chez les souris transgeniques exprimant la 
mutation PS1-M146L ou la multimutation PS1M5. 

25 De maniere tres interessante, apres culture pendant 2.5 h sans stimulus apoptotique, 
les niveaux d'apoptose spontanee pour les lymphocytes de PS1M5 sont plus eleves 
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que pour PSlwt ou le simple mutant PS1M146L ou encore les controles non- 
transgeniques (Fig3). 

Ces resultats demontrent que les cellules de Tanimal transgenique de I'invention et en 
particulier celles des tissus peripheriques (lymphocytes notamment) presentent non 
5 seulement une apoptose spontanee plus elevee par report aux controles mais 
egalement qu'elle persiste dans le temps. 

Example 3 ; Augmentation de Tapoptose induite par traitement au deoxyribose 
dans les lymphocytes issus de souris transgeniques PS1M5. 

10 Cet exemple a pour but de demontrer que Tapoptose induite par le deoxyribose est 
beaucoup plus forte dans le modele de souris PSl multi-mutant. 

Apres induction par traitement au 2-deoxy-D-ribose (d-Rib), les niveaux d'apoptose 
sont significativement plus eleves pour les lymphocytes transgeniques PS1M5 que 
pom- PSlwt , simple mutant PS1-M146L ou les controles non-transgeniques (Fig4). 

15 Cette augmentation de Tapoptose apres induction demontre une reponse accrae 
(sensibilisation) a un stress apoptotique due a Texpression de PSl multimutante. 
Combiner avec une augmentation d'apoptose basale, ces resultats indiquent 
clairement que 1' expression transgenique d'une fomie multimuteede PSl entraine ime 
bien plus grande sensibilite a Tapoptose dans les lymphocytes 

20 

Exemple 4 : Augmentation de rapoptose induite par traitement au peroxyde 
d'hydrogene dans les lymphocytes issus de souris transgeniques PS1M5. 

Cet exemple a pour but de demontrer que rai>optose induite par le peroxyde 
d'hydrogene est beaucoup plus forte dans le modele de souris PSl multi-mutant. 
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Apres stimulation par traitement au peroxide d'hydrogene (H202), les niveaux 
d'apoptose sont significativement plus eleves dans les lymphocytes PS1M5 que pour 
les autres transgeniques ou non-transgeniques (p< 0.001, Fig5). II n'y a pas de 
difference significative entre les lymphocytes transgeniques PSlwt (S182) et simple 
mutant PS1M146L OU les controles non transgeniques* 

Cette augmentation de Tapoptose apres induction par un stress different demontre la 
generalite de I'hypersensibilite a Tapoptose observee dans ce modele. 

Exemple 5 : Augmentation de Fapoptose induite par traitement a la 
dexamethasone dans les lymphocytes issus de souris transgeniques PS1M5. 

Cet exemple a pour but de demontrer que Tapoptose induite par im traitement a la 
dexamethasone est beaucoup plus forte dans le modele de souris PSl multi-mutant. 

De meme, apres stimulation par la dexamethasone, les niveaux d'apoptose sont 
significativement plus eleves dans les lymphocytes PS1M5 que potir les autres 
transgeniques ou non-transgeniques (p< 0.01, Fig6). II n'y a pas de difference 
significative entre les lymphocytes transgeniques PSlwt et simple mutant PS1M146L 
ou les controles non transgeniques. 

Cette augmentation de Tapoptose apres induction par un troisieme stress different 
confirme la generalite de Thypersensibilite a I'apoptose conferee par Texpression 
transgenique de PSl multimutee (mais pas simple mutant), 

Exemple 6 : Augmentation des niveaux de radicaux libres dans les lymphocytes 
de souris transgeniques PS1M5. 

Les niveaux de agents radicalaires oxygenes (Reactive Oxygen Species) ont ete 
mesures dans les lymphocytes de souris par cytometrie de flux . Les taux de ROS sont 
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significativement plus eleves dans les lymphocytes de souris transgeniques PS1M5 
(p<0.05) par rapport aux autres groupes (Fig7). II n'y a pas de difference significative 
entre les autres groupes bien qu'une tendance a Taugmentation des niveaux de ROS 
se dessine entre les controles littermates et les transgeniques PSlwt et PS1M146L. 

Cette augmentation des niveaux de ROS demontre qu'on pent detecter en conditions 
basales dans ce modele une alteration d'un parametre biochimique (fortement affecte 
dans TAD) qui pounrait soutendre Thypersensibilite a Tapoptose. 

Exemnle 7 : Mobilisation accrue de calcium intracellulaire dans les lymphocytes 
de souris transgeniques PSIMS . 

Parce que I'apoptose est modulee par les niveaux intracellulaires de calcium, ces 
demiers ont etc analyses dans les lymphocytes des souris transgeniques. Au repos, les 
niveaux de [Ca^^i pour les controles et les souris transgeniques PSlwt et PS1M146L 
sont identiques (inferieurs ou egaux a environ 150 nM). Le multiple mutant PS1M5 
demontre une legere elevation des taux de base (superieur a 200 nM) (Fig 8). 

Apres stimulation mitogenique (PHA, 15 microg/ml), les niveaux de calcium 
intracellulaire augmentent d'approximativement 7QnM dans les souris controles et 
transgeniques PSl wt et PS1M146L (Fig 9). Par contre, pour les souris PS1M5, cette 
augmentation est de 190 nM ce qui est statistiquement different des autres groupes 
(p< 0.01). Done, non seulement les niveaux de [Ca^^i sont plus eleves en conditions 
basales, mais la reponse nette a im stimulus est elle-aussi plus importante resultant en 
des niveaux absolus beaucoup plus eleves (400 nM par rapport a 200-220 nM pour les 
autres groupes, difference statistiquement significative). 

De plus par rapport aux controles non transgeniques qui exhibent xme response 
calcique tres rapide, la latence pour atteindre le pic de [Ca^'*^i apres stimulation au 
PHA est fortement augmentee dans les lymphocytes des transgeniques PS1M5 et a un 
moindre degre pom les PS1M146L (FiglO) mais pas dans les PSlwt. 
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Les differences des niveaux et cinetiques des reponses calciques dans les lymphocytes 
demontrent une forte alteration des processus de mobilisation des reserves 
intracellulaires de calcium due a Texpression de PSl multimutant dans ce modele. 
L'alteration de la cinetique des reponses calciques avait ete demontree precedemment 
5 dans les lymphocytes des patients AD ce qui renforce la pertinence de ce modele 
animal. 



Example 8 : Etude du metaboUsme des radicaux libres dans ie 4:erveau. 

Pour confirmer la pertinence par rapport a la maladie d'Alzheimer des deficits 
10 observes chez les somis transgeniques de Tinvention, il a ete recherche si des 
alterations pathologiques etaient identifiables au niveau du cerveau de ces animaux. 
En particulier les mecanismes de protection contre les radicaux libres ont ete analyses 
puisque ces demiers sont impliques dans les phenomenes d'£q[)optose lies aux 
presenilines et qu' une alteration dans les lymphocytes de souris transgeniques PS1M5 
IS a ete demontree dans I'exemple 6. 

Les anlayses ont ete effectuees sur des animaux de 3-4 mois d'age. Par rapport aux 
souris transgeniques PSlwt, les PS1M146L demontrent une baisse des niveaux 
d'activite SOD d'approximativement 20% dans le cerveau (FigllA). Cette 
diminution est encore accentuee chez les transgeniques PS IMS (-28%, p< O.OS). 

20 L'activite glutathion reductase est elle aussi significativement diminuee dans le 
cerveau des transgeniques PSIMS (-27%, p< O.OS). A I'inverse, on note une 
diminution vraiment modeste de cette activite eflfet modeste chez les transgeniques 
PS1-M146L (FigllB). 

Les niveaux de peroxydation lipidique en basal etaient identiques dans tons les 
25 groupes de souris. Apres stimulation au FeCb, par contre, les niveaux de 
peroxydation lipidique sont accras dans les transgeniques PSIMS (+ 20%, Fig 1 IC). 
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Chez des jeiines adultes (3-4 mois) transgeniques PS1M5 multimutee, on observe 
done un deficit des mecanismes de protection des radicaux libres et parallelement 
une augmentation de la sensibilite a la peroxydation lipidique dans le cerveau. Cet 
effet correlle parfaitement avec la sensibilite accrue a Tapoptose, les alterations de 
5 mobilisation de calcium intracellulaire et Taugmentation des taux d'especes 
radicalaires oxygenees observees dans les lymphocytes de ces transgeniques qui 
expriment artificiellement le transgene dans ces deux tissus. Le deficit des 
mecanismes de protection contre les radicaux libres a aussi ete releve chez les patients 
atteints de la maladie d' Alzheimer, confirmant ainsi la pertinence de ce modele 
10 animal. 



References : 

Chui, D-H, Tanahashi, H., Ozawa, K., Ikeda, S., Checler, F., Ueda, O., Suzuki, H., 
Araki, W., Inoue, H., Shirotani, K., Takahashi, K., Gallyas, F. and Tabira, T. (1999) 
15 Transgenic mice withAlzheimer presenilinl mutations show accelerated 
neurodegeneration without amyloid plaque formation. Nature Medecine 5 :560-564. 

Czech, C, Delaere, P., Macq, A.-F,, Reibaud, M., Dreisler, S., Touchet, N., 
Schomber, B., Mazadier, M., Mercken, L., Theisen, M., Pradier, L., Octave, J.-N., 
20 Beyreuther, K. and Tremp, G. L. (1997) Proteolytical processing of mutated human 
amyloid protein precursor in transgenic mice. Mol Brain Res. 47, 108-1 16. 

Czech, C, Lesort, M., Tremp, G., Terro, F., Blanchard, V., Schombert, B., Carpentier, 
N., Dreisler, S., Bonici, B., Takashuna, A., Moussaoui, S., Hugon, J. and Pradier, L. 
25 (1998) Characterization of himian presenilin 1 transgenic rats: increased sensitivity to 
apoptosis in primary neuronal cultures. Neuroscience 87, 325-36. 



wo 01/22811 



PCT/FROO/02623 



21 

Eckert, A., Foretl H., Zerfass, R., Hennerici, M. and MQUer, WE. (1997) Free 
intracellular calcium in peripheral cells in Alzheimer's EHsease. Neurobiol Aging 18 : 
281-284. 

5 Eckert, A., Forstl H., Zerfass, R., Oster, M-, Hennerici, M. and MuUer, WE. (1998) 
Changes in intracellular calcivim regulation in Alzheimer's Disease and vascular 
dementia. J. Neural Transm. (Suppl) 53 :259-267 

Gautier, C, Methali, M. and Lathe, R. (1989) A ubiquitous mammalian expression 
10 vektor, pHMG, based on a housekeeping gene promoter. Nucleic. Acids. Res. 17, 
8398 

Luthi, A., Putten, H., Botteri, F. M., Mansuy, I. M., Meins, M., Frey, U., Sansig, G., 
Portet, C, Schmutz, M., Schroder, M., Nitsch, C, Laurent, J. P. and Monard, D. 
15 (1997) Endogenous serine protease inhibitor modulates epileptic activity and 
hippocampal long-term potentiation. JNeurosci 17, 4688-99. 

Pradier, L., Caipentier, N., Delalonde, L., Clavel, N., Bock, M.-D., Bueel, L., 
Mercken, L., Tocque, B. and Czech, C. (1999) Mapping the APP/presenilin (PS) 
20 binding domains: the hydrophilic N-terminus of PS2 is sufficient for intaaction with 
APP and can di^lace APP/PSl interaction. Neurobiol. Dis. 6, 43-55. 
Price DL and Sisodia SS (1998). Mutant genes in familial Alzheimer's disease and 
transgenic models. Aimu. Rev. Neurosci. 21 :479-505. 

25 Sasahara, M., Fries, J. W., Raines, E. W., Gown, A. M., Westrum, L. E., Frosch, M. 
P., Bonthron, D. T., Ross, R. and Collins, T. (1991) PDGF B-chain in neurons of the 
central nervous system, posterior pituitary, and in a transgenic model. Cell 64, Hi- 
ll. 



wo 01/22811 



PCT/FROO/02623 



22 

Scott, M. R., Kohler, R., Foster, D. and Prusiner, S. B. (1992) Chimeric prion protein 
expression in cultured cells and transgenic mice. Protein Sci 1, 986-97. 

Sherrington, R., Rogaev, E. I., Liang, Y., Rogaeva, E. A., Levesque, G., Ikeda, M., 
Chi, H., Lin, C, Li, G., Holman, K. et al. (1995) Cloning of a gene bearing missense 
mutations in early-onset familial Aldieimer's disease. Nature 375, 754-60. 

Yankner BA (1996). Mechanisms of neuronal degeneration in Alzheimer's disease. 
Neuron.l6 :921-932. 



wo 01/22811 



PCT/FROO/02623 



23 

REVENDICATIONS 

1. Animal transgenique exprimant une forme multi-mutee de la preseniline 1 et 
peraiettant de detecter un phenomene apoptotique dans un tissus peripherique 

5 renouvelable. 

2. Animal transgenique selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il permet de 
detecter im phenomene apoptotique dans ses lymphocjrtes. 

3. Animal transgenique selon Tune des revendications 1 ou 2 caracterise en ce qu'il 
permet de detecter un phenomene apoptotique dans ses lymphocytes T 

10 4. Animal transgenique selon la revendication 1, caracterise en ce que les mutations 
dans le gene de la PSl sont les mutations M146L, H163R, A246E, L286V, C410Y, , 
I143T, L235P, P264L, P267S, E317G, G384A, L392V, A426P et /ou P436S. 

5, Animal selon la revendication 4, caracterisee en ce qu'il s'agit des mutations 
M146L, H163R, A246E, L286V, C410Y, combinees entre elles. 

15 6. Utilisation du modele animal tel que decrit selon les revendications 1 a 5 pour la 
mise en evidence de composes destines au traitement des maladies 
neurodegeneratives, de preference la maladie d'Alzheimen 

7. Cellule extraite d'lm modele animal tel que decrit selon les revendications 1 a 5. 

8. Utilisation d'une cellule telle que decrite selon la revendication 7, pour la mise en 
20 evidence de composes destines au traitement des maladies neurodegeneratives, de 

preference la maladie d'Alzheimer. 
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